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利用 CpG DNA 甲 基 化 酶 M.Sss I 共 表 达 载 体制 
备 限制 性 内 切 酶 Not I * 
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摘要 限制 性 核酸 内 切 酶 是 DNA 重组 的 重要 分 子 生物 学 工具 。 由 于 其 本 身 对 DNA 有 切割 作用 导致 
其 重组 表达 在 技术 上 十 分 困难 ， 产 率 低 、 提 纯 程序 复杂 。 而 商业 化 生产 所 采用 的 利用 专 一 型 甲 基 化 
BG RAP 18 = DNA 的 限制 酶 表达 技术 流程 繁 珊 、 实 用 性 有 限 。 本 研究 为 表达 NotI 限制 酶 ， 采 用 来 源 
于 Spiroplasma sp. MQ1 的 DNA 甲 基 化 酶 M.Sss I 特异 性 甲 基 化 CpG 序列 , 甲 基 化 后 的 DNA 会 免 受 
识别 位 点 中 包含 CpG 序列 的 限制 酶 NotI 的 切割 ,将 甲 基 化 酶 M.Sss I 导入 大 肠 杆 菌 表达 宿主 ER2566 
中 后 ，M.Sss I 基因 在 窒 主 中 持续 表达 并 甲 基 化 宿主 DNA 成 CpG 甲 基 化 样式 ; 利用 此 表达 体系 制备 
限制 性 内 切 酶 Not I 获得 成 功 。 并 借助 引入 纯化 标签 经 过 简便 的 Ni 亲 和 层 析 和 阴离子 交换 层 析 2 步 
层 析 洗 脱 纯 化 ， 制 备 了 高 活力 高 纯度 的 重组 限制 酶 Not1。 此 表达 体系 可 应 用 于 一 系列 识别 位 点 中 包 
A> CpG 序列 的 限制 酶 的 表达 。 
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Production of Restriction Endonuclease Not I Utilizing CpG DNA 


Methylase M.Sss I Co-expression Vector 
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Abstract Restriction endonucleases are important molecular biology tools for DNA recombination. 
Because of the cleavage of DNA, their recombinant expression is difficult with low yields and complicated 
purification processes. In commercial productions, the technology that uses specific methylases to protect 
host DNA from digestion of the expressed restriction enzymes was cumbersome and practically limited. In 


this study, the expression of restriction enzyme Not I was performed by using the DNA methylase M.Sss I 
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derived from Spiroplasma sp. MQ1 which specifically kept CpG sequence methylated. The methylated 
DNA was protected from the cutting of Not I whose recognition sequence contained CpG. The gene of 
methylase M.Sss I was introduced into Escherichia coli ER2566 and constitutively expressed, resulting in 
the CpG methylation pattern of the host DNA. Restriction enzyme Not I was successfully expressed in this 
E. coli strain. Furthermore, by adding a purification tag to one terminus of the enzyme, recombinant Not I 
was prepared as a highly purified and active product through two simple Ni-affinity and anion exchange 
chromatography steps. This expression system can be applied for the preparation of a series of restriction 
enzymes with CpG in their recognition sequences. 
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依赖 于 核酸 序列 识别 并 特异 性 切割 DNA. 的 限制 性 内 切 酶 是 现代 分 子 生物 学 和 基因 
工程 领域 研究 基因 组 成 、 功 能 和 表达 不 可 或 缺 的 重要 工具 。 随 着 这 类 酶 的 广泛 应 用 ， 近 
年 来 其 商业 化 生产 和 重组 表达 日 益 增 长 上 5。 然而 ， 由 于 限制 酶 具有 切割 DNA 的 特性 ， 
在 对 其 进行 重组 表达 时 往往 会 使 宿主 DNA 被 切 钊 ， 造 成 宿主 菌 的 死亡 中 ]。 氨 今 为 止 ， 
限制 性 内 切 酶 的 重组 表达 在 技术 手段 上 仍然 存在 极 大 困难 。 根据 最 早 从 事 限制 性 内 切 酶 
商业 化 生产 的 美国 New England Biolabs 公司 (NEB) 的 公开 专利 可 知 ，NEB 公司 推出 
的 多 种 限制 性 内 切 酶 产品 都 是 利用 该 限制 性 内 切 酶 对 应 的 专 一 型 甲 基 化 酶 对 宿主 DNA. 
进行 保护 ， 从 而 获得 重组 表达 的 限制 性 内 切 酶 S93。 此 方法 的 原理 是 ， 产生 限制 酶 的 天 然 
菌株 会 同时 产生 相应 的 专 一 型 甲 基 化 酶 , 将 限制 酶 的 识别 位 点 甲 基 化 , 保护 自身 的 DNA 
免 受 限 制 酶 的 切割 00。 但 是 这 种 利用 专 一 型 甲 基 化 酶 的 传统 限制 酶 表达 技术 十 分 繁琐 、 
应 用 范围 较为 狭窄。 

DNA 甲 基 化 酶 M.Sss I 是 一 种 来 源 于 Spiroplasma sp. MQ1 If] FF SEE AU, 这 种 甲 基 
化 酶 可 以 特异 性 的 将 DNA 中 的 CpG 序列 甲 基 化 ， 而 由 于 序列 CpG 是 许多 限制 性 内 切 
酶 酶 切 位 点 的 子 集 ， 对 CpG 的 甲 基 化 能 使 DNA 免 受 识别 位 点 中 含有 CpG 序列 的 限制 
性 内 切 酶 的 切割 Cwww.neb.com) 。 若 利用 甲 基 化 酶 M.Sss I 的 这 一 特性 对 宿主 细胞 的 
DNA 进行 甲 基 化 ， 使 其 形成 CpG 甲 基 化 样式 ， 该 宿主 细胞 的 DNA 将 会 免 受 许多 限 种 
性 内 切 酶 的 切割 ， 并 能 支持 这 些 酶 的 表达 。 

本 研究 将 DNA 甲 基 化 酶 M.Sss I 导入 大 肠 杆菌 表达 宿主 ER2566 中 ， 使 M.SssI 基 
因 在 宿主 中 持续 表达 ， 并 甲 基 化 宿主 DNA 形成 CpG 甲 基 化 样式 。 利 用 这 一 表达 宿主 进 
行 常用 限制 性 内 切 酶 NotI 的 重组 表达 获得 成 功 。 同 时 ， 表 达 产 物 末 端 添 加 了 多 聚 组 氨 


= 


酸 标签 ， 仪 通过 简便 的 Ni 杀 和 层 析 和 阴离子 交换 层 析 2 步 柱 洗 脱 纯化 步骤 即 获 得 了 性 
能 优 、 活 力 高 且 纯 度 好 的 重组 限制 酶 Not T. 


1 材料 与 方法 
1.1 实验 材料 
Lll WA foe KAI DH5a 和 ER2566 购 自 美国 菌 种 保藏 中 心 CATCC); 质粒 
pACYC184 JI] FN a RAR INAS; 质粒 pUC19、pET-28b 及 其 改造 的 衍生 质 
粒 由 本 实验 室 提供 。 
1.1.2 仪器 和 试剂 ”引物 合成 、 基 因 合 成 及 测序 由 苏州 金 唯 智 生物 科技 有 限 公 司 完成 ; 细 
胞 高 压 破碎 仪 购 自 广州 聚 能 生物 科技 有 限 公司 ; Ni 亲 和 层 析 基 质 和 阴离子 交换 层 析 基质 
(Toyopearl) JOA ARE CEI) 生物 科技 有 限 公 司 ; 限制 性 内 切 酶 、CutOne Buffer、T4 
DNA Ligase、 抗 生 素 等 生化 试剂 购 自 江 苏 思 公 生 命 科 技 有 限 公 司 ， B-PER ME E H pE 
试剂 购 自 美国 Thermo Fisher Scientific 公司 ， 和 蛋白 分 子 量 标准 购 自 金 斯 瑞生 物 科 技 有 限 
公司 ; 胶 回 收 试剂 盒 购 自 广 州 飞扬 生物 工程 有 限 公 司 (Omega Bio-Tek); 质粒 提取 试剂 
fa (Axygen) 购 自 美国 Corning 公司 ; BER ARAM CClinx) 购 自 上 海 勤 翔 科学 仪器 有 限 


12 ”实验 方法 

12. FAKE MSssI 组 成 型 表达 菌株 的 构建 ” 甲 基 化 酶 MSssI 的 DNA 4) (GenBank: 
X17195.1) 通过 基因 合成 获得 ， 连 接 至 克隆 载体 pUCS7 上 ， 构 建 pUCST7-M.Sss I 质粒 。 
合成 序列 全 长 1360 bp，5”- 端 的 增添 序列 包括 : Hind M 酶 切 位 点 和 E. coli pltl promoter 
序列 (GenBank: M88256.1)，3”- 端 的 增添 序列 包括 : TAA 终止 密码 子 和 E.colirrmB TI 
terminator JF 31] (GenBank: CP010229.1)， 以 及 Hind VI 酶 切 位 点 。pUC57-M.Sss I 质粒 
经 Hind II 单 酶 切 后 , 含有 M.Sss I 基因 的 片段 以 T4 DNA Ligase 连接 至 相同 限制 性 内 切 
酶 酶 切 后 的 pACYC184 载体 上 ， 并 转化 大 肠 杆菌 DH5o 感 受 态 细胞 进行 质粒 扩 增 ， 然 后 
提取 重组 质粒 pACYCI84-M.Sss I。 此 质粒 经 测序 正确 后 , 转化 进入 感受 态 细 胞 ER2566， 
并 于 含 35 mg/l SUE RIT] LB 平板 上 生长 ,获得 甲 基 化 酶 MssI 组 成 型 表达 菌株 ER2566 
[pACYC184-M.Sss 1]， 利 用 大 上 肠 杆菌 pltl 启动 子 持续 表达 甲 基 化 酶 M.Sss I。 

1.2.2 限制 性 内 切 酶 NotI 重组 表达 菌株 的 构建 ”限制 性 内 切 酶 NotI 的 DNA 序列 (GenBank: 
ABC87270.1) 通过 基因 合成 获得 ， 连 接 至 克隆 载体 pUC57 上 ,构建 pUC57-NotI 质 粒 。 
合成 序列 全 长 1164 bp， 包 括 5”- 端 添加 的 BamH Y 酶 切 位 点 和 3- 端 添 加 的 TAA 终止 密 


码 子 以 及 Xho I BU). ji. pUCST-Not I 质粒 经 BamH I8 Xho 1 MMVI, HAD NotI 基 
的 片段 以 T4 DNA Ligase 连接 至 相同 限制 性 内 切 酶 酶 切 后 的 pET-28b 载体 上 , 使 Nor I 
基因 的 表达 框 与 载体 上 的 多 聚 组 氨 酸 纯化 标签 6xHis 的 表达 框 一 致 。 连 接 产物 转化 进入 
甲 基 化 酶 M.Sss I 组 成 型 表达 菌株 ER2566 [pACYC184-M.Sss I] 感受 态 细 胞 ， 并 于 含 75 
mg/l KARAM 35 mg/l 氧 霉 素 的 LB 平板 上 生长 ,获得 限制 性 内 切 酶 NotI 重组 表达 菌 
Fk ER2566 [pACYC184-M.Sss I, pET-Not I]. Bi til] HEP WR Not Y 的 基因 序列 经 测序 确认 
正确 ， 诱 导 后 表达 为 N- 端 融合 6xHis 纯化 标签 的 重组 限制 酶 Not I. 
123 BAR INE NotI 的 诱导 及 活性 检测 ”将 限制 性 内 切 酶 NotI 重组 表达 菌株 ER2566 
[pACYC184-M.Sss I, pET-Not I] 接种 于 含 75 mg/l FIERA 35 mg/l RER UJ WA LB 
培养 基 中 ， 在 37°C 以 200-250 rpm 振荡 培养 至 OD6eoo 值 为 0.6-0.8， 然 后 加 入 终 浓 度 为 
0.5 mM 的 IPTG， 在 16°C 以 200-250 rpm 振荡 培养 16 h。 以 8000g 离心 10 min 收集 菌 
体 后 , 使 用 B-PER 细菌 蛋白 提取 试剂 对 菌 体 总 蛋白 进行 提取 。 取 1-3 hl 细菌 蛋白 粗 提 液 ， 
在 1X CutOne Buffer (51 mM ZRH, 22 mM Tris-AC, 10 mM 乙酸 镁 , 1 mg/ml BSA, pH 
8.002: AK ee FAY 10 pl DV AP, 与 NotI 的 酶 切 底 物 (control plasmid, 改造 的 pET-28b 
质粒 ， 带 有 2 个 NorI 酶 切 位 点 ) 在 37°C 温 育 15 min， 然 后 使 用 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检 
测 底 物 被 细菌 蛋白 粗 提 液 消化 的 情况 。 
1.2.4 重组 限制 酶 NotI 的 纯化 ”重组 限制 酶 Nor I £5 IPTG 诱导 后 , 培养 液 以 8000g 离心 10 
min 收集 菌 体 。 菌 体 以 缓冲 液 C10 mM Tris-HCl, pH 7.4, 250 mM NaCl, 5% 甘油 , 0.15% 
Triton X-100, 5 mM WKIME, 1 mmol/l PERO 充分 重 悬 后 ， 以 细胞 高 压 破 碎 仪 裂 
解 。 不 可 溶 组 分 以 43,000g 低温 离心 30 min 去 除 ， 含 有 重组 限制 酶 NotI 的 上 清 可 溶 组 
分 经 过 Ni 亲 和 层 析 初 步 纯化 (Toyopearl AF-Chelate-650M) 和 阴离子 交换 层 析 精 细 纯 化 
(Toyopearl GigaCap Q-650M )。Ni 杀 和 层 析 过 程 中 使 用 的 缓冲 液 成 分 如 下 : 平衡 Buffer 
- 10 mM Tris-HCl, pH 7.4, 250 mM NaCl, 5% 甘油 , 0.15% Triton X-100, 5 mM PREE; 漂洗 
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Buffer - 10 mM Tris-HCl, pH7.4, 250 mM NaCl, 5% 甘油 , 0.15% Triton X-100, 20 mM W 
Wh. 洗 脱 Buffer - 10 mM Tris-HCl, pH7.4, 250 mM NaCl, 5% 甘油 , 0.15% Triton X-100, 
400 mM 咪唑 。 阴 离子 交换 层 析 使 用 的 缓冲 液 成 分 如 下 : 平衡 Buffer - 10 mM Tris-HCl, 
pH 7.4, 250 mM NaCl, 5% 甘油 , 0.15% Triton X-100, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT; 梯度 洗 
脱 分 别 为 250 mM. 300 mM、500 mM、700 mM、1 M NaCl。 含 有 重组 限制 酶 Nor T 的 
洗 脱 峰 合并 后 ， 透 析 至 贮存 缓冲 液 C10 mM Tris-HCl, pH 7.4, 250 mM NaCl, 50% 甘油 ， 
0.15% Triton X-100, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT) 中 ， 并 添加 BSA 至 终 浓 度 200 ug/ml, 


长 期 保存 于 -20"C。 整 个 纯化 过 程 在 AC 或 冰 上 进行 。 

1.2.5 重组 限制 酶 NotI 的 活力 测定 “将 重组 限制 酶 Nor T 进行 梯度 稀释 后 ， 在 1X CutOne 
Buffer VHA CE FAY 20 ul 反应 体系 中 ， 与 NotI 的 酶 切 底 物 〈control plasmid) 在 37°C 
im 8 15 min， 将 能 够 把 底 物 完全 酶 切 的 酶 量 定义 为 1U。 使 用 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 
底 物 的 酶 切 情况 ， 根 据 酶 切 完全 时 对 应 的 稀释 度 计 算 重 组 限制 酶 NotI 的 活力 。 

12.6 星 号 活性 及 非特 异性 DNA 酶 污染 检测 ”将 重组 限制 酶 NotI 进 行 梯度 稀释 后 ， 在 1X 
CutOne Buffer 缓冲 条 件 下 的 20 pl 反应 体系 中 ， 与 Nor 的 酶 切 底 物 〈control plasmid) 
在 37°C 温 育 60 min 或 16h， 然 后 使 用 1% 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 底 物 的 酶 切 情况 。 

12.7 酶 切 再 连 检测 “使 用 20U 重组 限制 酶 Not I TE 1X CutOne Buffer 缓冲 条 件 下 的 20 pl 
反应 体系 中 ， 与 0.2 ug 底 物 DNA 分 子 (Common Fragment，894bp， 带 有 1 个 NotI 酶 
切 位 点 ， 位 于 413 bp 处 ) 在 37*C 温 育 15 min。 酶 切 完成 后 ， 在 80°C 温 育 20 min 使 限 
制 酶 NotI 失 活 , 然后 在 反应 液 中 补充 ATP 至 终 浓 度 0.5 mM， 并 使 用 T4 DNA Ligase 在 
22°C 连接 1 h。 连 接 产 物 在 65°C HAA 10 min 失 活 后 ， 加 入 20 U 重组 限制 酶 Not I 进行 
HAE GTC HA 15 min) 。 酶 切 、 连 接 及 再 次 酶 切 的 效率 以 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检 
测 ， 并 以 Clinx GenoSens 凝 胶 成 像 分 析 系 统 进 行 量化 分 析 。 

1.2.8” 蓝 白斑 检测 ”使 用 10 U 重组 限制 酶 Not I 在 1X CutOne Buffer 缓冲 条 件 下 的 20 ul 
反应 体系 中 , 与 ug pUC19 质粒 DNA 在 37°C 温 育 15 min。 酶 切 完成 后 , 在 80°C 温 育 
20 min 使 限制 酶 NotI 失 活 ,然后 在 反应 液 中 补充 ATP 至 终 浓 度 0.5 mM, 并 使 用 T4 DNA 
Ligase 在 22°C 连接 1 hn。 连接 产 物 转化 进入 DHS5o 大 肠 杆菌 感受 态 细胞 中 ， 并 涂 布 含 所 
东 抗 性 的 IPTG/X-gal 平板 ， 于 37°C 培养 过 夜 。 统 计 所 得 白斑 〈 白 色 菌 落 ) SRE OU 
色 菌 落 ) 的 数目 并 计算 白斑 比例 。 将 重组 限制 酶 NotI 酶 切线 性 化 后 的 pUC19 质粒 (未 
进行 连接 反应 ) 作为 对 照 ， 同 样 转化 DH5o 大 肠 杆菌 感受 态 细胞 中 ， 并 在 含 氮 某 抗 性 的 
IPTG/X-gal 平板 上 塔 养 过 夜 ， 用 于 蓝 斑 背景 的 统计 。 


2 结果 
2.1 ”限制 性 内 切 酶 NotI 重组 表达 菌株 的 构建 

首先 构建 了 用 于 保护 宿主 DNA 的 甲 基 化 酶 组 成 型 表达 质粒 pACYCI84-M.Sss I C 
la)。 该 质粒 含有 甲 基 化 酶 M.Sss I 的 基因 ， 并 且 M.Sss I 基因 被 大 肠 杆菌 组 成 型 表达 元 
件 pltl promote 和 rrnB T1 terminator 所 调控 。 带 有 此 质粒 的 大 肠 杆 菌 宿主 细胞 能 够 持续 
表达 甲 基 化 酶 M.Sss I， 在 宿主 DNA 上 的 CpG 位 点 形成 甲 基 化 。 而 这 种 CpG 甲 基 化 样 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


式 能 够 保护 宿主 DNA 免 受 限制 性 内 切 酶 Nor I 的 切 制 (www.neb.com)。 大 肠 杆菌 ER2566 
细胞 株 经 转化 质粒 pACYC184-M.Sss I， 形 成 了 适合 于 表达 限制 性 内 切 酶 Not Y 的 细胞 株 
ER2566 [pACYC184-M.Sss 1]。 此 细胞 株 能 够 持续 表达 甲 基 化 酶 M.Sss b. TH 3E DNA 受到 
CpG 甲 基 化 样式 的 保护 ， 不 会 由 于 限制 性 内 切 酶 NotI 的 表达 而 死亡 。 

然后 构建 了 限制 性 内 切 酶 Not T 的 重组 表达 质粒 pET-Not1 (图 1b)。 限 制 酶 Not T 的 
基因 被 插入 到 pET-28b 载体 的 表达 区 域 ， 置 于 强 诱导 型 启动 子 T7 promoter 的 调控 之 下 ， 
并 与 载体 上 的 多 聚 组 氨 酸 纯化 标签 6xHis 融合 , 形成 了 带 有 N- 端 融合 6xHis 纯化 标签 的 
重组 Not 工 基因 。 将 插入 Not I 基因 的 环 状 DNA 分 子 pET-Not I 转化 进入 ER2566 
[pPACYC184-M.Sss 习 感 受 态 细胞 中 ， 成 功 获得 了 限制 性 内 切 酶 NotI 重 组 表达 菌株 


ER2566 [pACYC184-M.Sss I, pET-Not I]。 由 于 pACYC184 和 pET 质 粒 的 复制 子 来 源 不 同 ， 
可 相 容 共存 于 同一 个 细胞 株 系 中 。 值 得 一 提 的 是 ， 带 有 Nor T 基因 的 环 状 DNA 分 子 
pET-Not 工具 能 转化 进入 宿主 DNA 受到 CpG 甲 基 化 样式 保护 的 ER2566 
[pACYC184-M.Sss 本 菌株 ， 而 转化 其 它 宿 主 DNA RZ CpG 甲 基 化 样式 保护 的 菌株 (如 
DH5a 等 ) 则 不 能 获得 转化 子 。 此 现象 表明 ，T7 promoter 调控 下 的 NotI 基 因 在 非 诱导 条 
件 下 的 微量 本 底 表达 即 足 以 杀 死 DNA 未 受 甲 基 化 保护 的 宿主 细胞 。 
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图 1 pACYCIS84-M.Sss I Fil pET-Not I 表达 载体 构建 图 谱 


Fig. 1 Schematic of the pDACYC184-M.Sss I and pET-Not I constructs. 


(a) pACYCI84-M.Sss I HAM. (b) pPET-NotI 质 粒 图 谱 。 环 型 质粒 DNA 分 子 以 圆 环 表示 ， 数 字 表 示 载 体 的 分 子 大 小 ;MsssI 和 Not I 
基因 均 用 绿色 绸 带 表 示 ， 启 动 子 、 终 止 子 、 抗 性 基因 、lacI 基因 和 复制 子 在 图 中 都 已 标注 。 


(a) Schematic of pACYC184-M.Sss I. (b) Schematic of pET-Not I. The circular plasmid DNA molecules are represented by circles, with numbers 


indicating the lengths of the molecules (in bp). The M.Sss I and Nor I genes are represented by green ribbons. Promoters, terminators, antibiotic 


resistance genes, the /ac/ gene, and the replication origins are indicated. 


22 ”重组 表达 的 限制 酶 Nor 1 具有 功能 活性 
为 检测 限制 酶 Not I 的 酶 切 活 性 ， 本 研究 改造 了 pET-28b 质粒 ， 插 入 一 段 带 有 一 个 
入 的 Nor I MEW ALG pET-28b 质粒 上 原 有 的 Not T BEI T. 


Not I 酶 切 位 点 的 DNA, Hrd 
点 相距 860 bp。 此 质粒 作为 本 研究 中 Not Y 的 酶 切 底 物 (control plasmid)， 酶 切 后 会 形成 
大 小 分 别 为 5467 bp 和 860 bp 的 2 条 DNA 条 带 。 在 对 Not I 重组 表达 菌株 ER2566 
[pACYC184-M.Sss I, pET-Not LA IPTG 进行 小 量 诱导 后 ， 通 过 差 速 离心 收集 菌 体 ， 破 碎 
细胞 并 粗 提 总 蛋白 。 对 和 蛋白 粗 提 液 使 用 上 述 改 造 的 pPET-28b 质粒 进行 NotI 酶 切 活性 检 


测 ， 结 果 显 示 ， 改 造 的 pPET28b 质粒 被 切割 成 大 小 分 别 为 $467bp 和 860 bp 的 2 条 特异 
性 条 带 ， 表 明 重 组 表达 的 限制 酶 NotI 具有 功能 活性 (图 2)。 
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图 2 细胞 总 蛋白 粗 提 液 具有 限制 酶 VotI 酶 切 活性 


Fig.2 The total protein extract from the induced cells showed restriction activity of Not I. 


ik; Uki 2: 对 照 质粒 ; Wd 3: DNA 分 子 量 标准 。 


泳 道 1: 1 hl 细胞 粗 提 液 特异 性 酶 切 对 照 质粒 后 的 琼脂 糖 凝 胶 
Agarose gel shows the digested specific DNA fragments (lane 1, 5467 bp and 860 bp) of the control plasmid (lane 2) by 1 ul of the total protein extract 


from the induced cells. 
2.3 ”重组 限制 酶 Nor I 的 制备 及 纯化 

在 验证 了 重组 表达 的 限制 酶 Not T 有 具有 功能 活性 后 ， 对 ER2566 [pACYC184-M.Sss I, 
pET-Not 了 J 菌 株 进行 了 大 规模 诱导 ， 大 量 表达 重组 限制 酶 Not I。 诱 导 后 的 菌 体 使 用 差 速 


离心 收集 并 破碎 , 然后 对 细胞 裂解 液 进行 纯化 。 纯 化 分 为 利用 N- 端 融合 的 6xHis 纯化 标 
制 酶 Not I 


签 的 Ni 亲 和 层 析 和 阴离子 交换 层 析 2 个 步 又 。 在 Ni RADAR, EHR 


被 Ni 基质 捕获 , 使 用 咪唑 进行 特异 性 洗 脱 后 , 获得 纯度 ~50% 的 纯化 效果 ,在 SDS-PAGE 
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胶 图 上 ， 大 小 为 46 kDa 的 重组 限制 酶 NotI 目的 条 带 十 分 明显 (图 3a)。 然 后 使 用 阴 离 
子 交 换 层 析 进 行 精细 纯化 ， 将 重组 限制 酶 NotI 蛋白 的 纯度 提升 至 75% 以 上 (图 3b)。 
阴离子 交换 层 析 不 仅 进 一 步 提高 了 蛋白 纯度 , MAAR Y SAR AAA Ts DNA 残留 。 


123456789 12345 67 
(a) (b) 
图 3 重组 限制 酶 NotI 的 纯化 


Fig.3 Purification of the recombinant Not I. 


Ca) 重组 限制 酶 NotI 的 Ni 亲 和 层 析 纯 化 结果 。(b) 重组 限制 酶 NotI 的 阴离子 交换 层 析 纯 化 结果 。 使 用 了 12% 的 变性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 
ik (SDS-PAGE) 进行 检测 ， 每 条 泳 道 的 样品 内 容 标注 在 泳 道上 方 。 箭 头 指 示 了 NotI 的 蛋白 条 带 位 置 。 


(a) SDS-PAGE analysis of the purification of recombinant Not I by Ni-affinity chromatography. Samples of flow-through after capture (lane 2), wash 
(lane 3), and imidazole elution (lanes 4-9) were electrophoresed. (b) SDS-PAGE analysis of the purification of recombinant Not I by ion-exchange 
chromatography. Samples of flow-through (lane 2, in 250 mM NaCl) and step gradient elution (lanes 3-7, 250 mM to 1 M NaCl) were electrophoresed. 
12% SDS-PAGE gels were used and the protein bands were stained with Coomassie Brilliant Blue. The arrows indicate the band position of 


recombinant NotI. 


2.4 重组 限制 酶 NotI 活力 及 酶 切 性 能 

纯化 完成 后 ， 对 重组 限制 酶 NotI 进行 了 酶 活力 检测 ， 采 用 了 快速 酶 切 的 检测 标准 
02; 37°C 下 ， 在 20 pl 反应 体系 中 ，1 由 OU) 酶 能 够 在 15 min 内 完全 消化 1 ug 底 物 
质粒 DNA。 按 照 这 一 活性 标准 ， 将 纯化 后 的 重组 限制 酶 NotI 进行 了 梯度 稀释 并 检测 活 
力 。 结 果 表明 ,纯化 后 的 重组 限制 酶 NotI 样 本 在 稀释 1920 倍 后 仍 能 达到 1 U/ul POSSE 
切 活力 (图 4a)。 经 换算 , 重组 限制 酶 Nor T 比 活力 为 872,000 U/mg, 产 率 为 1,152,000 U/L 
诱导 菌 液 (图 4b). 与 以 往 的 限制 酶 Nor T 制备 方法 相 比 ， 本 研究 制备 的 重组 限制 酶 Not 


I 具 有 快速 酶 切 性 能 ， 比 活 较 好 忆 P1, 


5467bp 


860bp 


菌 液 量 总 活力 蛋白 量 比 活力 产 率 
(L) (U) (mg) (U/mg) (U/L) 
l 1,152,000 1.32 872,000 1,152,000 
(b) 


图 4 重组 限制 酶 NotI 的 活力 及 产 率 


Fig.4 Determination of enzymatic activity and yield of the recombinant Not I. 


Ca) 系列 梯度 稀释 的 1 pl 重组 限制 酶 NotI 样 品 酶 切 1 ug control plasmid 所 得 条 带 的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 。 每 条 泳 道 的 稀释 度 已 分 别 标注 在 
泳 道上 方 。(b) 1 L 诱导 后 的 细胞 培养 物 经 纯化 后 获得 的 重组 限制 酶 NotI 的 产量 。 


H 


(a) Agarose gel showing the digestion of 1 hg of control plasmid by 1 ul of the serial diluted recombinant Not I sample. Lanes 1-6 show dilution 
factors 1/120, 1/240, 1/480, 1/960, 1/1920 and 1/3840, respectively. (b) Purification summary of recombinant Not I. Results from a typical purification 


of 1 L of induced culture are presented. 


2.5 ”重组 限制 酶 Nor I 纯度 及 质量 
依据 限制 酶 生产 的 行业 标准 , 对 限制 酶 的 提纯 以 去 除 干 扰 限 制 酶 功能 的 其 它 活性 为 
目的 ， 对 其 纯度 的 要 求 为 无 干扰 活性 ， 而 提纯 后 的 蛋白 纯度 并 不 是 评估 限制 酶 品质 的 必 
需 标准 趾 。 星 号 活性 及 非特 异性 DNA 酶 污染 检测 、 酶 切 再 连 检测 、 蓝 白斑 检测 是 对 限 
制 性 内 切 酶 纯度 和 质量 进行 检测 的 经 典 项 目 ， 一 直 为 国际 知名 的 限制 性 内 切 酶 生产 企业 
《如 美国 NEB 公司 等 ) 所 使 用 。 本 研究 参照 美国 NEB 公司 的 限制 酶 NotI 质 控 方法 ， 
在 这 3 个 检测 项 目 上 对 重组 限制 酶 Not T 的 纯度 和 质量 进行 了 检测 Cwww.neb.com )。 
在 星 号 活性 及 非特 异性 DNA 酶 污染 检测 中 , 将 纯化 的 重组 限制 酶 NotI 进行 梯度 稀 
释 ， 并 与 1 hg 底 物 质粒 DNA 在 37°C iin A 60 min BK 16h (K 5a). ARER, FEMA 
60 min 后 ， 超 过 量 〈16 U， 对 应 稀释 度 1/1200. 的 酶 切 并 未 造成 底 物 DNA 产生 非特 异性 
降解 条 带 。 在 超 长 时 间 (16h) 温 育 后 ，4U 〈 对 应 稀释 度 1/480) 酶 量 的 酶 切 未 产生 非 
特异 性 降解 条 带 ， 而 高 达 8 U 酶 量 的 酶 切 仅 造成 了 轻微 的 非特 异性 降解 。 此 结果 表明 重 
组 限制 酶 NotI 在 超过 量 酶 切 和 超 长 时 间 酶 切 条 件 下 ， 均 不 会 产生 星 号 活性 及 非特 异性 


MS 


hu 


um 


DNA 降解 。 
在 酶 切 再 连 检 测 


中 ， 使 用 20U 重组 限制 酶 Not I 与 底 物 DNA 分 子 (Common 


Fragment) 在 37°C 温 育 15 min 后 ， 所 得 的 酶 切片 段 使 用 TA DNA 连接 酶 进行 连接 ， 获 


得 了 >95% 的 重新 连接 。 所 得 的 连接 产物 >95% 可 以 被 重组 限制 酶 NotI 再 次 切 开 (图 5b). 


此 结果 表明 ， 重 组 限 种 
在 蓝 白斑 检测 中 ， 


| 酶 Nor I UJ: DNA 形成 的 粘性 末端 准确 并 且 完 整 。 
将 含有 单一 lacZa 基 因 的 pUC19 载体 以 10 U 酶 量 消 化 ， 重 新 连 


接 后 转化 入 大 肠 杆菌 感受 态 细胞 , 涂 布 在 含有 IPTG 和 X-gal 的 LB 培养 基 平板 上 。 连接 
正确 的 产物 会 生长 出 赣 色 菌落 ， 而 连接 错误 《〈 即 DNA 末端 切口 不 完整 ) 的 产物 将 得 到 
白色 菌落 ， 以 此 检测 重组 限制 酶 Not 17733] DNA 形成 的 粘性 末端 的 完整 性 。 结 果 显 示 ， 


所 得 白斑 (白色 菌落 ) 
端 十 分 完整 (图 5c)。 


比例 仅 为 0.2%， 表 明 重 组 限制 酶 Not I 切割 DNA 形成 的 粘性 末 


以 上 3 项 重组 限制 酶 Nor T 的 检测 结果 与 NEB 公司 公布 的 限制 酶 NotI Joi fa bite 
(Certificate of Analysis) 比较 可 知 ， 本 研究 获得 的 重组 限制 酶 NotI 在 这 3 个 指标 上 达 
到 了 的 NEB 公司 的 商业 化 限制 酶 标准 ， 有 具有 高 质量 (www.neb.com )。 
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酶 量 白斑 数 EA ”白斑 比例 


10U 36 18771 2250 0.2% 


(c) 


5 重组 限制 酶 NorI 的 质量 控制 检测 显示 高 纯度 及 高 质量 


Fig.5 Quality control of the recombinant Not I suggested high purity and quality. 
(a) KIN TARA RERUM. AGRA RE Re PENS 1 pl 重组 限制 酶 NotI 样 品 分 别 在 37°C 孵育 1h (Uk 1-6) . 16h (pki 8-13) 时 酶 切 


1 ug control plasmid 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 图 。 每 条 泳 道 的 稀释 度 已 分 别 标注 在 泳 道上 方 。(b) 酶 切 -再 连接 检测 。(《c) 蓝 白 斑 检测 结果 。 


(a) Prolonged incubation and star activity assay. Agarose gel shows the digestion of 1 hg of control plasmid by 1 ul of the serial diluted recombinant 


Not I sample that incubated at 37°C for 60 min (lanes 1-6) or 16 h (lanes 8-13). The dilution factors are indicated at the top of each lane. (b) Ligation 
and recut assay. The DNA fragment and samples after digestion, ligation and re-digestion were analyzed by agarose gel electrophoresis. (c) Result of 


the blue/white screening assay. 


3 Wit 

限制 性 核酸 内 切 酶 作为 分 子 生物 学 最 重要 的 基础 工具 酶 ， 甚 发现、 应 用 开发 和 商业 
化 生产 奠定 了 重组 DNA 技术 的 基础 ， 并 在 很 大 程度 上 推动 了 基因 工程 和 现代 分 子 生物 
学 的 发 展 ( 习 。 然而 , 许多 常用 限制 性 内 切 酶 目前 仍 面临 重组 表达 产 率 低 、 制 备 工艺 繁琐 
等 难题 ， 尤 其 是 由 于 限制 酶 能 降解 宿主 DNA， 目 前 的 制备 工艺 对 于 每 个 限制 酶 都 必须 
第 选 出 专 一 型 的 甲 基 化 酶 基因 并 克隆 至 宿主 细胞 中 ， 用 于 保护 宿主 DNA， 增 加 了 制备 
限制 酶 的 繁琐 程度 。 本 研究 利用 甲 基 化 酶 M.Sss I 的 甲 基 化 位 点 CpG 是 多 种 限制 酶 识别 
位 点 的 子 集 这 一 特点 ， 尝 试 构建 一 种 宿主 DNA 具有 CpG 甲 基 化 样式 的 表达 菌株 ,可 用 
于 多 种 限制 酶 的 重组 表达 。 

在 构建 这 一 表达 菌株 时 ， 使 用 了 E. coli pltl promoter 和 rrnB T1 terminator 作为 甲 基 
化 酶 M.Sss I 的 表达 调控 元 件 。 这 一 对 表达 元 件 调控 下 的 基因 在 大 肠 杆菌 细胞 中 能 持续 
稳定 的 表达 ， 已 在 多 种 大 肠 杆菌 工程 菌株 的 改造 中 被 用 于 实现 外 源 和 蛋白 的 组 成 型 表达 
H449。 对 于 表达 宿主 菌株 的 选择 ， 由 于 大 部 分 大 肠 杆 菌 工程 菌株 都 具备 甲 基 化 限制 基因 

(methylation requiring restriction，mrr)， 能 够 抵制 具有 甲 基 化 活性 的 外 源 基因 的 转 入 ， 
因此 选择 了 大 肠 杆菌 突变 株 ER2566 (mcrC-mrr) 071。 菌 株 ER2566 中 的 甲 基 化 限制 基 
mrr 是 缺失 的 , 外 源 甲 基 化 酶 M.Sss I 的 基因 能 够 顺利 转 入 ,在 转 入 了 含 甲 基 化 酶 M.Sss 
I 基因 的 质粒 pACYC184-M.Sss I 后， 菌株 ER2566 [pACYCI84-M.Sss I] 被 用 于 转化 限制 
Ait Not I 的 表达 质粒 pET-NotI， 并 成 功 获得 了 转化 子 。 而 其 它 菌 株 〈 如 DH5a 等 ;由 于 
DNA 未 受 CpG 甲 基 化 样式 的 保护 ， 转 化 限制 酶 Not I 的 表达 质粒 pET-Not I 未 能 产生 转 
化 子 ， 这 与 以 前 的 研究 中 观察 到 的 现象 一 致 B 3。 以 上 结果 表明 ， 本 研究 构建 的 菌株 
ER2566 [pACYC184-M.Sss 本 实现 了 甲 基 化 酶 M.Sss I 的 组 成 型 表达 ， 其 宿主 DNA 受到 
了 CpG 甲 基 化 样式 的 保护 ， 在 转化 限制 酶 NotI 的 表达 质粒 pET-Not I 后 不 会 受到 Not I 
降解 宿主 DNA 的 毒性 影响 ， 能 够 正常 生长 。 而 在 DNA 未 受 甲 基 化 保护 的 菌株 中 ，T7 


promoter 调控 下 的 NotI 基 因 在 非 诱导 条 件 下 的 微量 本 底 表达 即 可 将 宿主 细胞 杀 死 。 

快速 酶 切 已 成 为 现代 生物 医学 研究 者 对 于 限制 性 内 切 酶 酶 切 属 性 的 一 项 基本 要 求 ， 
国际 知名 的 限制 酶 生产 商 美 国 NEB 公司 CHF 及 Time-Saver 系列 )、 美 国 Thermo Fisher 
Scientific 公司 (FastDigest 系列 ) 和 日 本 Takara Bio 公司 (QuickCut 系列 ) 都 开发 出 了 
能 够 在 5-15 min 内 快速 酶 切 的 限制 酶 产品 。 本 研究 利用 宿主 ER2566 [pACYC184-M.Sss I] 
重组 表达 的 限制 酶 NotI 也 有 具有 快速 酶 切 的 性 能 , 1 U 重组 限制 酶 NotI 能 在 15 min 内 完 
全 消化 1 ng 底 物 质粒 DNA。 以 这 样 的 活性 标准 , 重组 限制 酶 Not I 的 比 活力 仍 达 到 了 十 
分 优良 的 872,000 U/mg， 产 率 也 达到 了 1,152,000 U/L 诱导 菌 液 。 在 以 前 的 报道 中 ， 研 
究 人 员 使 用 Eag I 的 甲 基 化 酶 对 宿主 DNA 进行 保护 ， 开 发 出 优化 的 限制 酶 Not T 制备 工 
艺 ， 大 大 提升 了 NotI 的 表达 效率 B。 这 一 经 过 优化 的 工艺 制备 的 限制 酶 NotI 仍 属于 慢 
速 酶 (在 Lh 内 完成 1 ug 底 物 的 消化 )， 其 比 活力 与 本 研究 制备 的 能 快速 酶 切 的 重组 限 
tii ME Not I 处 于 同一 水 平 , 说 明 本 研究 构建 的 限制 酶 表达 宿主 ER2566 [pACY C184-M.Sss 
了 具有 更 高 的 表达 效率 ， 能 产生 具有 更 高 活力 的 限制 酶 。 

本 研究 对 于 重组 限制 酶 NotfI 的 纯化 步骤 包括 Ni 亲 和 层 析 和 阴离子 交换 层 析 这 2 个 
上 柱 洗 脱 过 程 ， 与 包含 雁 酸 纤 维 素 阴离子 交换 柱 、 肝 素 琼 脂 糖 亲 和 层 析 柱 、DEAE- 琼 脂 
糖 柱 、PEI 柱 四 步 上 柱 洗 脱 过 程 的 传统 限制 酶 NotI 纯 化 流程 相 比 ,大 大 简化 了 步 又 ; 也 
比 近 年 报道 的 优化 的 NotI He AAT ES). fap HGB Hl ee A a TAI Ti 
也 有 利于 保持 酶 活力 及 避免 蛋白 损失 。 本 研究 制备 的 重组 限制 酶 NotI 的 蛋白 纯度 达到 
了 759. 更 重要 的 是 ，3 项 经 典 限制 酶 质 检 项 目的 检测 结果 证 明 ， 这 3 项 指标 均 达到 美 
NEB 公司 限制 酶 NotI 的 质量 标准 ,污染 物 水 平 极 低 ， 无 干扰 活性 ， 具 有 高 纯度 及 高 
质量 。 

甲 基 化 酶 MssI 的 发 现 和 研究 历史 已 较为 悠久 ， 其 甲 基 化 作用 产生 的 CpG 甲 基 化 
样式 能 使 DNA 免 于 多 种 限制 性 内 切 酶 的 切 制 。 美 国 NEB 公司 Time-Saver 系列 185 种 

(2016 年 12 月 份 数据 〉 商 业 化 限制 酶 中 ， 包 括 但 不 限于 Aat I. Asch Clai, Eag 1, 

FspI, Mlul, NotI, Pvul, Sall, Smal, Xhol, Xmal1 EWH 59 种 常用 限制 酶 已 被 
证 明 会 被 CpG 甲 基 化 样式 阻 断 切割 作用 (www.neb.com)。 因 此 ， 本 研究 构建 的 表达 宿 
主 ER2566 [pACYC184-M. Sss 了 ] 可 被 应 用 于 一 大 批 限 制 酶 的 高 效 表 达 。 重 组 限制 酶 Not I 
仅 经 过 2 步 上 柱 洗 脱 的 简便 纯化 流程 即 达 到 高 品质 的 标准 ， 说 明 由 于 菌株 ER2566 
[pACYC184-M.Sss J] 对 限制 酶 Not I 的 高 效 表 达 , 下 游 的 提纯 工艺 可 以 简化 。 本 研究 不 仅 
开发 出 一 种 更 为 简便 的 限制 酶 NotI 制 备 工艺， 成 功 制备 了 达到 商业 化 品质 标准 、 具 有 


快速 酶 切 性 能 的 重组 限制 酶 Nor 1, 而 且 构 建 了 基于 甲 基 化 酶 MsSssI 的 甲 基 化 保护 菌株 ， 
可 应 用 于 一 大 批 酶 切 位 点 中 包含 CpG 序列 的 限制 酶 的 高 效 表 达 ， 为 进一步 提升 这 些 限 
制 酶 的 制备 工艺 提供 了 参考 。 
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